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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
β－microseminoprotein（以下β－MSPとする）は、β－inhibin、PrOStaticsecretoryprotein9．（PSP94）
とも呼ばれており、精焚中に多く含まれるタンノヾク質である。主に前立腺で産生されており、当初は下
垂体からのPSH分泌阻害作用を持つといわれていた。しかし近年、精巣や前立腺でも卵胞刺激ホルモン
（FSH）がつくられることが明らかになり、その発現調節とMSPとの関連が示唆されている。すなわち、
生殖器に局在するPSHと共同することによって、間接的にテストステロン合成や精子形成に影響を与え
ている可能性が考えられている。
今回の研究では、MSPの生理機能解析の手がかりを得るために、タンパク質を精製し抗体を作成、こ
れを用いてcDNA、遺伝子を単離し、これらの構造を明らかにした。さらに染色体座位、転写調節領域
の同定を行った。
［方　法］
ヒト精寮から、透析、DEAEカラムクロマトグラフィー、Zn－chelateカラムクロマトグラフィーによ
りMSPを精製した。次いで、ウサギにMSPを免疫し、抗体の作成を行った。
その抗体を用いて、ヒト前立腺cDNAライブラリーをスクリーニングした。得られたcDNAの塩基配
列からMSPの一次構造を推定し、他動物（サル、ブタ）のβ－MSPと比較した。
次いで、このcDNAをプローブとしてヒト遺伝子ライブラリーをスクリーニングし、MSP遺伝子を得、
その5’上流領域の塩基配列を決定した。
転写調節領域を同定するために、5’上流領域のdeletion seriesを作成し、ルシフェラーゼレポーター
ベクターに組み込み、ヒト前立腺癌細胞（PC－3）、及びヒト肝癌細胞（HepG2）にトランスフェクトし、
ルシフェラーゼの発現量をルミノメーターで謝定した。
MSP遺伝子のヒトにおける染色体座位を知るために、human－rOdent hybrid cellからPCR法にて
MSP遺伝子の増幅を行った。また、Fluorescencein situ hybridization法（FISH法）により、MSP
遺伝子の染色体座位（MSMB）を同定した。
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［結果と考察］
1）ヒト精菜よりβ－MSPを精製し、そのcDNA構造、推定されるアミノ酸配列、遺伝子の構造、遺伝
子座、転写調節領域を決定した。
2）ヒト前立腺ライブラリーより得られたcDNAの長さは、495塩基対であった。CDNAの塩基配列から、
1次転写産物は104個のアミノ酸よりなり、N末端に20個のsignalpeptideを持ち、従ってmature
β－MSPの構成アミノ酸は94個であることが推定された。β－MSPは、10個のcysteine残基を含み、2
残基の塩基性アミノ酸の連続が5箇所認められたが、その生理的意味は不明である。SDS－PAGEでは、
還元剤非存在下で分子量13，000～26，000の間に6つのバンドが認められたが、還元剤存在下では14，700
に単一のバンドが認められた。また、ゲルろ過では分子量は19，000であった。これに対し、アミノ
酸配列より計算される分子量は10，761であった。β－MSPには糖鎖が含まれていないので、10個の
cysteine残基で形成される分子内ジスルフイド結合により特殊な立体構造が構築され、それが見かけ
上の分子量の差となって現れていると考えられた。
3）他動物のβ－MSPとアミノ酸配列を比絞すると、ヒトとサルには高い相同性が認められた（79％）
が、ヒトとブタでは相同性はあまりなかった（51％）。3種の動物のβ－MSPにおいて、10個のcysteine
残基はすべて保存されていたが、塩基性アミノ酸の連続は1箇所保存されているだけであった。
4）遺伝子ライブラリーのスクリーニングにより、オーバーラップする2種類のクローンが得られた。
β一MSP遺伝子は、4つのエキソンより構成されていたが、一方のクローンにはエキソン1～3が、
他方のクローンにはエキソン2～4が含まれており、これらでβ－MSP遺伝子の全域（13．5kl））をカ
バーしていた。また、5’上流領域の塩基配列を決定したところ、GRE、ERE、AP－2、E2A、NF－n6、
CAT、MRE、C／EBP、TATA等の様々な転写調節シスエレメントが認められた。
5）ルシフェラーゼレポータープラスミドを用いた一過性トランスフェクションアッセイにおいて、β－
MSPが発現しているPC－3では、－1910～－275を欠失させてもルシフェラーゼ活性はコントロールの70
～100％と高い値を示したが、－206まで欠失すると活性は25％に低下し、－128まで欠失すると活性はさ
らに10％に低下した。一方MSPが発現していないHepG2ではいずれも低い活性しか示さなかった。
従って、－275～－206、－186～一128の領域には細胞特異的な転写調節シスエレメントが存在すると考え
られた。なお、これらの領域には既知の転写調節シスエレメントは認められず、未知の転写因子が結
合する可能性が示唆された。
6）rodent－humansomaticecellhybridsを用いたPCRでは、β－MSP遺伝子は10番染色体に存在する
ことが示唆された。またPISH法では、10番染色体ql1．2に存在することが示された。
［結　論］
ヒトβ－MSPのcDNA構造、遺伝子の構造、及び染色体座位、転写調節領域を明らかにした。β－MSP
遺伝子5’上流の－275～－206、－186～－128の領域に転写因子結合シスエレメントが存在することが示唆
された。また、MSP遺伝子は10番染色体q11．2に存在することが示された。
学位論文審査の結果の要旨
β－Microseminoprotein（β－MSP）は、前立腺で生合成され、枯燥中に分泌されるタンパク質である。
その生理機能としては、卵胞刺激ホルモン（FSH）分泌阻害作用があり、脳下垂体や性腺のFSHと共同
して精子形成や性ホルモン合成を制御していること、粘膜防御因子であること、SpermcOatingantigen
として精子の保護をしていることなどが示唆されている。本研究では、β－MSPの機能解析の手がかり
－38－
?????．??．〜．??????
「?????
を得るために、CDNAと遺伝子を単離し、それらの塩基配列を明らかにした。さらに転写調節領域の同
定、染色体座位の決定を行った。
得られた結果は次の通りである。
1）cDNAを単離し、その塩基配列よりアミノ酸配列を推定した。前駆体タンパク質は104残基のアミ
ノ酸より構成されており、N末端に20残基のシグナルペプチドを持ち、matureβTMSPは94残基のア
ミノ酸で構成されていると考えられた。アミノ酸配列より計算される分子量は10，761であった。
2）ヒトとサルのβ－MSPのアミノ酸配列の相同性は79％、ヒトとブタでは51％であった。
3）β－MSP遺伝子を単離しエキソンとイントロンの部位同定及び制限酵素地図を作製した。さらに、
プロモーター領域を含む上流2800ヌクレオチドの塩基配列を決定した。
4）転写調節解析を行うために、ルシフェラーゼレポータープラスミドを用いた一過性トランスフェク
ションアッセイを行い、一275～－206、－186～－128の領域に転写調節シスエレメントが存在することを
示唆した。この領域には既知の転写調節シスエレメントは認められなかった。
5）Rodent－human somatic cen hybridsを用いたpolymerase chain reaction、fluorescencein
situhybridizationを行い、β－MSP遺伝子が第10染色体ql1．2に存在することを示した。
以上のように、本研究では、β－MSPのcDNA構造、遺伝子構造及び染色体上の遺伝子局在を決定し、
さらに、β－MSPの発現には未知の転写因子が関与していることなどを示唆していた。
本研究は、β二MSP機能解析の基礎として興味深いものであり、博士（医学）の学位論文として価値
のあるものと認める。
